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Hermoston rappeumasairaudet ovat maailmanlaajuisesti yleisiä vanhemmissa ikäluokissa. Tautien 
merkittävimpiin oireisiin kuuluu kognitiivisten kykyjen asteittainen heikkeneminen sekä usein 
erilaisten proteiiniaggregaattien muodostuminen keskushermostoon. Sairauksista yleisimmässä, 
Alzheimerin taudissa keskushermostoon muodostuu amyloidi-β:sta muodostuvia 
proteiiniaggregaatteja, kun taas Parkinsonin taudissa aivoihin puolestaan kertyy α-synukleiinista 
muodostuvia, niin kutsuttuja Lewyn kappaleita. Useat biokemialliset ja kliiniset tutkimukset ovat 
viime aikoina osoittaneet, että hajuaistin heikkeneminen ilmenee hermoston rappeumasairauksien 
hyvin varhaisissa vaiheissa, minkä pohjalta hajutesteihin perustuvat kliiniset kokeet voisivat 
ennustaa tautien kehittymistä, ennen huomattavia patologisia muutoksia keskushermoston 
fysiologiassa. 
 
Tässä opinnäytetyössä testattiin Alzheimerin tautia mallittavilla hiirillä hypoteesia, jonka mukaan 
hermoston rappeumasairauksissa hajujärjestelmän toiminnalliset muutokset näkyisivät neuronien 
poikkeavana aktiivisuutena. Tutkimukseen otettiin 20 APP/PS1 -Alzheimerin tautimallin eläintä. 
Eläimille suoritettiin ryhmäkohtaisesti hajukäsittely, jossa eläinten häkkeihin ruiskutettiin hajusteita 
ja niiden käyttäytymistä seurattiin. Käsittelyjen jälkeen eläimet perfusoitiin aivokudoksen 
fiksoimiseksi. Eläinten aivoista tehtiin 35:n μm paksuiset leikkeet, joille suoritettiin 
immunohistokemiallinen c-fos -vasta-aine -värjäys, minkä ilmentämistä käytettiin neuronien 
aktiivisuuden indikaattorina. Valkuaisaineen suhteen positiivisten neuronien lukumäärät laskettiin 
rajatulta alueelta hajukäämeistä ja hajuaivokuorelta eri eläinryhmien välistä vertailua ja analysointia 
varten. Tutkimusyksiköiden sisäisenä kontrollialueena käytettiin somatomotorista aivokuorta, jolla 
ei tiedettävästi ole merkitystä hajusignaalien prosessoinnissa. Tutkimuksen tulokset osoittavat, että 
hajuaivokuoren neuronien aktiivisuuksissa on huomattavat erot neuropatologisesti terveiden ja 
sairaiden eläinten välillä. Tulokset vahvistavat käsitystä, jonka mukaan hajujärjestelmän 
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Hermoston rappeumasairauksien yleisyys maailmanlaajuisesti tekee niistä yhden modernin 
lääketieteen tärkeimmistä tutkimuskohteista. Kyseisistä sairauksista yleisimpiä ovat Alzheimerin- ja 
Parkinsonin tauti, joita sairastaa maailmanlaajuisesti yhteensä yli 40 miljoonaa ihmistä (Torrão ym. 
2012). Vuoden 2012 lopulla Suomessa Kelalta hoitotukea sai Alzheimerin taudin tai dementian 
perusteella 52 500 eläkeläistä, määrän ollessa kolminkertaistunut kymmenessä vuodessa 
(http://www.kela.fi/tilastokatsaus). Sairauksien yleisesti tunnettuja biokemiallisia tunnuspiirteitä 
ovat niille ominaisten proteiiniaggregaattien muodostuminen keskushermostoon sekä neuronien 
degeneraatio. Kummankin taudin oireisiin lukeutuu asteittainen kognitiivisten kykyjen 
heikkeneminen sekä mahdollisesti muutokset persoonallisuudessa. Hermoston rappeumasairauksia 
ilmenee tunnetusti vanhemmissa ikäryhmissä ja sairastuneiden lukumäärän odotetaankin kasvavan 
edelleen tulevaisuudessa ihmisten eliniän pidentyessä. Ei siis ole mikään ihme, että hermoston 
rappeumasairauksiin keskittyvillä tutkimuksilla on nykyisessä yhteiskunnassa suurta painoarvoa 
terveydenhoito kustannusten laskemisessa sekä ihmisten elämänlaadun parantamisessa 
vanhemmissa ikäryhmissä. 
 
Viimeaikaiset kliiniset kokeet ovat osoittaneet, että hermoston rappeumasairauksien varhaisena 
indikaattorina voisi toimia hajuaistin heikkeneminen, mikä herättää toiveita yksinkertaisen, 
noninvasiivisen menetelmän kehittelystä, kyseisten sairauksien varhaisessa diagnosoinnissa (esim. 
Bahar-Fuchs ym. 2010; Doty, 2012; Wesson ym. 2011). 
 
Eläinten toistuva käyttö biolääketieteellisessä tutkimuksessa on jatkunut 1800 -luvun ensimmäiseltä 
puoliskolta näihin päiviin saakka, niiden tarjoamien ainutlaatuisten mahdollisuuksien tähden 
lähestyä biologisia tutkimusongelmia. Nykyinen biologinen tietämys ja teknologia ovat 
mahdollistaneet siirtogeenisten eläinkantojen luonnin, joiden käyttö tutkimuksissa on lisääntynyt 
räjähdysmäisesti. Eläimillä suoritettavat haisteluun liittyvät käyttäytymistestit, yhdessä nykyisen 
biokemiallisen tietämyksen ja osaamisen kanssa, avaavat mahdollisuuksia tutkia hajujärjestelmän 
toimintaa hermoston rappeumasairauksissa perustavanlaatuisesti sekä kenties valottaa kyseisten 





Tämän opinnäytetyön tarkoituksena on selvittää hajujärjestelmän toiminnallisia eroja Alzheimerin 
tautia mallintavien siirtogeenisten ja villityypin eläinten välillä, aktiivisten neuronien lukumäärän 
määrityksellä hajukäämeistä sekä hajuaivokuorelta. Hajujärjestelmän toiminnan indusointi 
hajusteilla sekä aktiivisten neuronien lukumäärien vertaaminen neuropatologisesti erilaisten 
eläinryhmien kesken antaa tuoreen näkökulman hajuaistin heikkenemisen tarkastelussa hermoston 
rappeumasairauksissa. Työn erityisenä tavoitteena oli testata immunohistokemiallisten värjäysten 
toimivuutta aktiivisten neuronien määrityksessä sekä selvittää, löytyykö hajujärjestelmään 






















2. Hajujärjestelmän perusanatomia 
 
Hajujärjestelmä koostuu useista eri anatomisista alueista, kuten olfaktorisesta epiteelikudoksesta ja 
aksoneista, jotka vievät epiteelisolujen lähettämät sähköiset impulssit niitä vastaanottaviin 
hajukäämeihin, mistä signaalit puolestaan ohjataan isoaivojen hajuaivokuorelle. Nisäkkäillä 
hajuaivokuori koostuu olfaktorisesta tuberkkelista, anteriorisesta sekä posteriorisesta piriformisesta 
aivokuoresta, lateraalisesta entorinaalisesta- ja periamygdaloidisesta -aivokuoresta sekä myös 
amygdalan anteriorisesta kortikaalisesta tumakkeesta. Useimmilla nisäkkäillä on myös niin kutsuttu 
vomeronasaalinen systeemi, joka aistii molekyylirakenteeltaan suuria yhdisteitä, kuten feromoneja. 
Viimeaikaisissa tutkimuksissa on käynyt ilmi, että todennäköisesti vomeronasaalinen- ja 
olfaktorinen -systeemi ovat kiinteämmin yhteistyössä keskenään hajusignaalien prosessoinnissa 
kuin mitä on aikaisemmin uskottu (DeMaria ja Ngai, 2010; Doty 2012; Mohedano-Moriano ym. 
2012). Nisäkkäiden hajujärjestelmän perusanatomia epiteelikudoksesta hajukäämeihin, yhdessä 
vomeronasaalisen systeemin kanssa on esitetty kuvassa 1. 
Kuva 1. Nisäkkäiden hajujärjestelmän perusanatomia. Kuva on muokattu alkuperäisestä kuvasta 
(DeMaria ja Ngai, 2010). 
 
Hajuaistinsolukon solut sitovat hengitysilmasta peräisin olevia molekyylejä niiden G-proteiini -
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kytketyillä solukalvoreseptoreilla, mikä johtaa G-proteiini alayksiköiden kompleksin 
muodostukseen ja adenylaattisyklaasi 3:n aktivaatioon. Adenylaattisyklaasi 3 puolestaan katalysoi 
syklisen adenosiinimonofosfaatin (cAMP) muodostusta adenosiinitrifosfaatista (ATP), jolloin 
muodostuneen cAMP:in sitoutuminen solukalvolla oleviin ionikanaviin johtaa natriumin ja 
kalsiumin virtaamiseen solun sisälle, kun taas kalsium säädellyt ionikanavat kuljettavat kloridi-
ioneja ulos solusta. Ionien virtauksista johtuen aiheutuu solun depolarisaatio mikä johtaa 
sähköimpulssin syntyyn, joka ohjataan hajuaistinsoluista aksonien välityksellä hajukäämeihin. 
Reseptorien ilmentäminen hajuaistinsoluissa on kontrolloitu cis-säädellyn lokuksen kautta 
proximaalisessa promoottorissa siten, että solussa ilmennetään vain yhden tyyppistä hajuaistin 
reseptoria. Todennäköisesti G-proteiinien alayksiköt vaikuttavat samantyyppisen reseptorin 
ilmentämiseen vaimentamalla muiden reseptorityypin geenit (DeMaria ja Ngai, 2010). 
Hajuaistinsolun depolarisaatio ja geenien säätely on esitetty kuvassa 2. 
Kuva 2. Hajuaistinsolun (OSN) depolarisaatio ja geenien säätely. Kuva on muokattu alkuperäisestä 
kuvasta (DeMaria ja Ngai, 2010). 
 
Hajusignaaleja vastaanottavia solukalvoreseptoreita on erilaisia, mutta samankaltaisten reseptorien 
aksonit ovat yhteydessä samoihin hajukeräsiin hajukäämeissä. Koska kaikki hajuaistinsolut 
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ilmentävät vain yhden tyyppistä reseptoria hajusignaalien vastaanottamiseen hajuaistinsolukossa, on 

























3. Hermostosairauksien vaikutus hajuaistiin 
3.1 Alzheimerin tauti 
 
Alzheimerin tauti on yleisin syy dementoitumiseen vanhemmissa ikäluokissa. Tautia sairastaa 
maailmanlaajuisesti arviolta 36 miljoonaa ihmistä ja lukumäärän odotetaan kasvavan dramaattisesti 
tulevien vuosikymmenien aikana. Taudin kliinisiin tunnusmerkkeihin lukeutuu muistin ja 
kognitiivisten kykyjen asteittainen heikkeneminen, taudin vaikutusten lopulta kulminoituen potilaan 
ennenaikaiseen kuolemaan, keskimäärin 10 vuoden jälkeen taudin diagnoosista. Neuropatologisiin 
tunnusmerkkeihin puolestaan kuuluvat neuronien tuhoutuminen, hyperfosforyloidusta tau:sta 
muodostuvien hermosäievyyhtien ilmeneminen solujen sisällä, kuten myös solunulkoisten 
amyloidi-beetasta (Aβ) koostuvien amyloidiplakkien muodostuminen aivoihin (Torrão ym. 2012). 
Taudin yhtenä erityisen yleisenä tunnusmerkkinä on myös kolinergisen hermosignaloinnin 
rappeutuminen (Sabbagh ja Cummings, 2011). Alzheimerin taudin yleisyydestä ja tunnetuista 
neuropatologisista tunnusmerkeistä huolimatta taudin tarkkaa biokemiallista perussyytä ei vielä 
tunneta. Tutkimukset ovat myös osoittaneet, että apolipoproteiini E:n ε4 -alleeli (APOE4) on yksi 
Alzheimerin taudin merkittävistä riskitekijöistä, jonka kopiot lisäävät tautiin sairastumisen riskiä 
merkittävästi (Qing-Song Wang ym. 2002; Wilson ym. 2009). Huomionarvoinen seikka on myös se, 
että apolipoproteiini E:n ε4 -alleelin sairaudelle altistavan vaikutuksen suhteen on olemassa 
ristiriitaisia tutkimustuloksia (Sohrabi ym. 2012). 
 
Kliiniset tutkimukset ovat osoittaneet, että hajuaistin rappeutuminen alkaa Alzheimerin taudin 
varhaisissa vaiheissa, jopa ennen huomattavaa kognitiivisten kykyjen heikkenemistä. Tähänastiset 
tutkimukset ovat kuitenkin ristiriitaisia sen suhteen, kuinka hajuaistin heikkeneminen tarkalleen 
ottaen ilmenee hermoston rappeumasairauksien edetessä. Hajusignaalien aistimisen lisäksi ne on 
pystyttävä erottamaan toisistaan terveessä hajujärjestelmässä, mistä johtuen informaation 
prosessointiin tarvitaan myös korkeampiin aivotoimintoihin lukeutuvia muistitoimintoja. Hajuaistin 
heikkeneminen voi viitata hajuaistin herkkyyden laskuun (detektiokynnyksen nousuun), tai 
kyvyttömyyteen tunnistaa hajusignaaleja sekä erottaa niitä toisistaan. Joidenkin kliinisten 
tutkimusten mukaan ainoastaan kyky erottaa hajusignaaleja toisistaan on heikentynyt Alzheimerin 
taudissa, kun taas jotkin tutkimukset viittaavat siihen, että myös hajusignaalien tunnistaminen on 
haavoittuvainen neuropatologisille prosesseille. On huomattavaa, että tutkimusten välillä on eroja 
koeasetelmissa, mikä voi osaltaan selittää ristiriitaisia tuloksia (Wilson ym. 2009; Bahar-Fuchs ym. 
2010; Sohrabi ym. 2012). 
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Hajukäämien ja hajuaivokuoren lisäksi tutkijoiden mielenkiinnon kohteena ovat olleet 
hajujärjestelmään läheisesti yhteydessä olevat sisemmän ohimolohkon rakenteet. Cavedo ja hänen 
tutkimusryhmänsä (Cavedo ym. 2011) osoittivat, että Alzheimerin tautia sairastavilla mm. 
amygdalan suhteellinen koko on pienempi kuin neuropatologisesti terveillä yksilöillä. Kokoerot 
viittaavat todennäköisesti neuronien degeneraatioon Alzheimerin tautia sairastavilla henkilöillä. 
Tarkempi tarkastelu osoitti, että Alzheimerin tautia sairastavilla amygdalan rakenteelliset 
poikkeavuudet näyttävät painottuvan tumakkeisiin, joilla on yhteydet hippokampukseen, 
hajujärjestelmään sekä kolinergisiin reaktioreitteihin. 
 
Hajuaistin heikkenemisen tarkkaa mekanismia ei vielä tunneta ja on mahdollista, että yksittäistä 
mekanismia ei ole olemassa. Kuten on jo aikaisemmin mainittu, hajujen erottaminen ja 
tunnistaminen ovat prosesseja, joissa henkilön muistilla sekä näin ollen myös korkeammilla 
aivotoiminnoilla, on suuri merkitys. Kaikki tutkijat eivät usko hajuaistiin liittyvien muutosten 
johtuvan korkeampien aivotoimintojen rappeutumisesta, ainakaan Alzheimerin taudissa. 
Hajusignaalien detektiokynnyksen nousu voisi näin ollen johtua neuropatologisista prosesseista, 
jotka eivät ensisijaisesti vaikuta korkeampiin aivotoimintoihin. 
 
Joidenkin tutkimusten perusteella näyttäisi siltä, että hajuaistinsolukosta otetut kudosnäytteet 
Alzheimerin taudin potilailta osoittavat mahdollisesti merkkejä solujen tuhoutumisesta. 
Tutkimukset myös osoittavat, että Alzheimerin taudille on tyypillistä amyloidi-β:n ja 
hyperfosforyloidun tau:n kertyminen hajuaistinsolukkoon isoaivokuoren lisäksi. Havainnot 
kyseisten proteiinien aggregoitumisesta mm. hajuaistinsolukossa, herättävät kysymyksen niiden 
osallisuudesta hajujärjestelmän toiminnallisiin muutoksiin, esimerkiksi tulehdusreaktiota 
indusoimalla (Arnold ym. 2010). Myös soluviljelmillä tehdyt tutkimukset ovat osoittaneet, että 
oksidatiivinen stressi on lisääntynyt hajuaistinsolukossa (Ghanbari ym. 2004), mikä voisi olla yksi 
mahdollinen syy neuronien tuhoutumiseen ja hajuaistin heikkenemiseen. 
 
Kliiniset tutkimukset osoittavat, että APOE4 -alleelilla on vaikutus aivojen sähköisiin 
potentiaaleihin ihmisen vanhetessa. Näyttää siltä, että suhteellisen nuorilla ihmisillä (20+ vuotta) 
APOE4+ genotyyppi johtaa fysiologisiin muutoksiin aivoissa, mikä näkyy eri aivoalueiden 
suhteellisen korkeina sähköisten potentiaalien muutoksina hajustimulaatiossa verrattuna APOE4- 
genotyypin ihmisiin. Sähköisten potentiaalien muutosten erot genotyyppien välillä näyttävät 
tasoittuvan ihmisten vanhetessa, mutta merkittäviä eroja syntyy jälleen suhteellisen iäkkäiden 
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ihmisten keskuudessa. Tutkitusti APOE4+ genotyyppi ja korkea ikä kasvattavat latenssi -aikoja 
sähköisten potentiaalien syntymisessä hajustimulaation aikana (Morgan ja Murphy, 2012). 
 
Kliinisissä tutkimuksissa on myös paljastunut se seikka, että Alzheimerin taudissa aivojen niin 
kutsuttu adaptiivinen efekti heikkenee hajusignaalien prosessoinnissa. Adaptiivisella efektillä 
viitataan ilmiöön, jossa tutut hajusignaalit saavat aikaan suhteellisen heikon aktivoitumisen 
hajusignaaleja prosessoivilla aivojen alueilla suhteessa uusien hajujen aikaansaamiin muutoksiin. 
Adaptiivinen efekti ilmenee suhteellisen selvästi neuropatologisesti terveissä aivoissa, joissa on 
hyvin synkronoitu neuronien välinen viestintä. Adaptiivisen efektin heikkeneminen 
hajuaivokuorella (piriforminen aivokuori) Alzheimerin tautia sairastavilla viittaa neuronien välisen 
verkoston puutteelliseen hermoimpulssien synkronointiin, jolloin aivot reagoivat tuttuihin 
hajusignaaleihin aivan kuten uusiinkin. Tutkimuksessa hajusignaalien laadun (esim. ”minttuiset” vs. 
”kukkaiset”) on havaittu ennustavan adaptiivisen efektin katoamista Alzheimerin tautia sairastavilla, 
mikä näkyi hajutesteissä myös subjektiivisella tasolla. Mielenkiintoisesti hajusteen kemiallisen 
funktionaalisen ryhmän suhteen tilanne on päinvastainen. Neuropatologisesti terveillä ihmisillä 
hajusignaalien laatu on tekijä, joka saa aikaan adaptiivisen efektin keskushermostossa, kun taas 
funktionaalinen ryhmä ei vastaavasti saa aikaan kyseistä efektiä (Li ym. 2010). 
 
Edellä mainittu asetyylikoliinivälitteinen hermosignalointi rappeutuu Alzheimerin taudissa, mikä 
voisi osaltaan selittää Alzheimerin taudin potilaiden hajuaistin heikkenemistä. Asetyylikoliinin 
antagonistin, atropiinin, on kliinisessä kokeessa havaittu vaikuttavan negatiivisella tavalla hajujen 
tunnistamiseen erityisesti Alzheimerin tautia sairastavilla koehenkilöillä. Tutkimuksen mukaan 
vaikutus näkyy voimakkaimmin niillä koehenkilöillä, joilla hajujen tunnistaminen on heikentynyt 
entuudestaan ja joilla on pienempi suhteellinen hippokampuksen tilavuus. Lukuun ottamatta 
dementoituneiden koehenkilöiden pisteitä hajukokeessa, atropiini selitti enemmän pisteiden 
vaihteluista, kuin hippokampuksen suhteellinen tilavuus. Koehenkilöiden genotyyppien tarkastelu 
osoitti myös, että atropiinin vaikutukset näkyivät dramaattisempina koehenkilöillä, joilla oli ainakin 
yksi kopio APOE4 alleelista (Schofield ym. 2012). Asetyylikoliiniesteraasin inhibiittorit puolestaan 
ehkäisevät Alzheimerin taudin neuropatologista vaikutusta kognitiivisiin kykyihin annosvasteisesti 
(Sabbagh ja Cummings, 2011). Näin ollen on kenties mahdollista, että kyseisten yhdisteiden oireita 





Yhteenvetona voidaan todeta, että eri tutkimusten mukaan hajuaisti alkaa heiketä Alzheimerin 
taudissa ennen muita havaittavia oireita. Hajuaistin heikkenemiseen johtavaa perussyytä ei vielä 
tunneta. Todennäköisesti asetyylikoliinivälitteisen hermosignaloinnin rappeutuminen ja taudille 
tyypillisten proteiiniplakkien kertyminen hermokudoksiin johtavat neuronien degeneraatioon, 
kenties monivaiheisten biokemiallisten reaktioreittien kautta. Tutkimukset osoittavat, että hajuaistin 
heikkeneminen voisi olla potentiaalinen mittari ennustamaan Alzheimerin taudin puhkeamista 
hyvissä ajoin jo ennen taudin merkittävää vaikutusta kognitiivisiin kykyihin. Kuvassa 3 on esitetty 
amyloidiplakkien ja hermosäievyyhtien ilmeneminen Alzheimerin taudissa. 









3.2 Parkinsonin tauti 
 
Parkinsonin tauti on toiseksi yleisin hermoston rappeumasairaus, sillä sitä sairastaa 1-2 % yli 60 
vuotiaista ihmisistä sekä 6 miljoonaa ihmistä maailmanlaajuisesti. Kelan tilastojen mukaan vuonna 
2010 erityiskorvattaviin lääkkeisiin oikeutettuja henkilöitä oli yhteensä 16 140 henkilöä, mikä 
kertoo Parkinsonin taudin yleisyydestä Suomessa (http://kertomaa.webs.com/laakk.pdf). 
Parkinsonin taudin oireisiin kuuluu motoriikan rappeutuminen, mikä ilmenee lihasten lepovapinana, 
liikkeiden hidastumisena, lihasjäykkyytenä sekä tasapainovaikeuksina. Taudin oireet johtuvat 
keskushermoston dopaminergisen säätelyn rapistumisesta ja dopamiinin puutteellisesta 
välittymisestä striatumiin. Dopamiinin puute sen kohdekudoksissa puolestaan johtaa talamuksen 
aktiivisuuden laskuun ja motoristen vasteiden inhibitioon. Dopamiinin välittymisen puute johtuu 
neuronien degeneraatiosta mustatumakkeessa (substantia nigra pars compacta; Snc), noin 5 % 
tahdilla koko kudoksen kokoon suhteutettuna vuodessa. Neurodegeneraatiota esiintyy myös muilla 
aivojen alueilla mustatumakkeen lisäksi. Parkinsonin taudille tyypillisiä biokemiallisia 
merkkiaineita ovat niin kutsutut Lewyn kappaleet ja Lewyn neuriitit, jotka ovat α-synukleiini 
valkuaisaineesta muodostuneita aggregaatteja. Kyseisen valkuaisaineen biokemiallista funktiota ei 
tunneta varmaksi, mutta nähtävästi se liittyy synapsisen signaloinnin fysiologiaan. Taudin muita 
kliinisiä tunnuspiirteitä ovat kognitiivisten kykyjen heikkeneminen, unihäiriöt, masentuneisuus sekä 
syljen valuminen ja ummetus (Torrão ym. 2012, Marttila ym. 2010). 
 
Kliiniset tutkimukset viittaavat siihen, että hajuaistin heikkeneminen on mahdollisesti Parkinsonin 
taudin varhaisin oire (Louis ym. 2008; Suzuki ym. 2011). Myös Parkinsonin taudin osalta on 
epäselvää, mistä hajuaistin heikkeneminen tarkalleen ottaen johtuu. Parkinsonin taudissa 
hajukäämeihin ja anterioriseen hajujärjestelmän tumakkeeseen kertyy Lewyn kappaleita sekä 
Lewyn neuriitteja, joilla on mahdollisesti osaltaan vaikutusta hajuaistin heikkenemiseen (Chou ja 
Bohnen, 2009). Choun ja Bohnen mukaan samankaltaiset fysiologiset muutokset hajujärjestelmässä 
Alzheimerin ja Parkinsonin taudin kesken voisivat johtua mahdollisesti hermovälittäjä aineiden 
heikentyneestä takaisinotosta synapseista neuroneihin, kummallekin taudille tyypillisten 
proteiinikertymien ansiosta. Chou ja Bohnen esittivät myös, että huolimatta dopaminergisen 
järjestelmän rappeutumisesta dopamiinin puute ei todennäköisesti ole yksiselitteinen syy hajuaistin 
heikkenemiseen. Tämä johtopäätös perustui havaintoon, että levodopan antaminen Parkinson 
potilaille ei ole parantanut hajuaistia. Kuvassa 4 on esitetty Lewyn kappaleiden kertyminen 
keskushermostoon taudin eri vaiheissa. 
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Kuva 4. Vaiheessa 1 Lewyn kappaleita kertyy hajukäämeihin ja kiertäjähermon dorsaaliseen 
motoriseen tumakkeeseen. Vaiheessa 2 ja 3 Lewyn kappaleita kertyy edelleen ydinjatkeen muihin 
tumakkeisiin ja amygdalaan. Vaiheessa 5 ja 6 Lewyn kappaleita kertyy myös aivokuorelle. Kliiniset 
oireet tulevat ilmi vaiheiden 4-6 aikana, jolloin Lewyn kappaleita kertyy huomattavan paljon 
mustatumakkeeseen ja siihen yhteydessä oleviin aivojen alueisiin. Kuva on muokattu alkuperäisestä 


















4. Hajuaistin muutokset Alzheimerin tautia mallittavilla 
siirtogeenisillä hiirillä 
 
Eläinmalleilla tehtävät tutkimukset yhdessä biokemiallisten tutkimusten kanssa mahdollistavat 
tehokkaan tutkimusasetelman hermostosairauksien biokemiallisten mekanismien selvittämiseksi. 
Hiiret sopivat koe-eläimiksi suhteellisen hyvin ihmistä koskevissa tautimalleissa, koska ne kuuluvat 
nisäkkäisiin ja ne ikääntyvät nopeasti. Lisäksi siirtogeenisten hiirilinjojen saatavuus on hyvä ja 
niiden ylläpitäminen on suhteellisen edullista. 
 
Alzheimerin tautia mallittavia siirtogeenisiä hiirilinjoja on useita erilaisia. Ihmisen perimästä 
löydettyjen, Alzheimerin taudille altistavien mutaatioiden siirtäminen hiiriin on saanut aikaan 
eläimissä amyloidi-β -plakkien muodostumisen keskushermostoon sekä kognitiivisten kykyjen 
heikkenemisen. Tutkimukset osoittavat, että mutatoidun amyloidiprekursoriproteiinin (APP) 
suhteen siirtogeeniset hiirilinjat ikääntyessään osoittavat merkkejä hermoston rappeutumisesta, 
mikä näkyy myös käyttäytymisen tasolla (Lalonde ym. 2012). 
 
Alzheimerin tautia mallintavat hiiret osoittavat myös merkkejä hajuaistin heikkenemisestä ja 
hajujärjestelmän rappeumamuutoksista. Jotkin tutkimukset, joissa tarkastellaan eläinten 
käyttäytymistä hajustimulaation aikana sekä tutkitaan neuronien ja niiden soluväliaineen 
biokemiallista profiilia, tukevat näkemystä proteiiniplakkien osallisuudesta hajujärjestelmän 
rappeutumiseen (Wesson ym. 2010; Wesson ym. 2011). Wessonin ja hänen tutkimusryhmänsä 
mukaan Alzheimerin tautia mallittavissa siirtogeenisissä hiirissä amyloidi-β:n kertyminen 
hajukäämeihin sekä muille hajusignaaleja prosessoiville aivojen alueille, kuten piriformiselle 
aivokuorelle, korreloi suhteellisesti heikentyneen hajuaistin kanssa käyttäytymistestien ja 
biokemiallisten tutkimusten perusteella. Tulokset ovat kuitenkin osittain ristiriitaisia, sillä 
esimerkiksi Phillips ja hänen tutkimusryhmänsä eivät löytäneet eri ikäisten kontrolli- ja Alzheimerin 
tautia mallittavien siirtogeenisten hiirten väliltä eroja hajujen aistimisessa (Phillips ym. 2011). 
Phillips ja hänen tutkimusryhmänsä löysivät sen sijaan eroja visiospatiaalisessa oppimisessa, sillä 
kontrollieläimet olivat siinä parempia jo suhteellisen nuorina. 
 
Joidenkin tutkimusten mukaan mutatointunutta APP:ia ilmentävissä siirtogeenisissä hiirissä, 
tapahtuu neuronien degeneraatiota hajuaistinsolukossa jo 3 viikon ikäisinä (Cheng ym. 2011). 
 16 
 
Mielenkiintoinen havainto Chengin ja hänen tutkimusryhmänsä tutkimuksissa oli se, että neuronien 
degeneraatiota tapahtui proteiiniplakeista riippumattomalla tavalla, eli siirtogeeni riitti itsessään 
indusoimaan solujen apoptoosia. Siirtogeenin hiljentäminen puolestaan johti apoptoosin 
vähenemiseen ja solujen regeneraatioon, eli koe osoitti Alzheimerin taudin patologisten prosessien 
olevan reversiibeleitä, ainakin tietyissä tapauksissa. Tutkimus herättää mielenkiintoisen 
kysymyksen siitä, että mallintaako APP:n yli-ilmentämiseen liittyvä patologia ennen 
amyloidiplakkien ilmenemistä lainkaan Alzheimerin tautiprosessia. 
 
Kim ja hänen tutkimusryhmänsä (Kim ym. 2011) tekivät tutkimuksen, jossa he osoittivat 
Alzheimerin tautia indusoivaa siirtogeeniä kolminkertaisesti ilmentävien hiirien, osoittavan 
merkkejä aksonaalisen viestinvälityksen rappeutumisesta hajujärjestelmässä, ennen amyloidi-β -
plakkeja tai hyperfosforyloidusta tau:sta muodostuvia hermosäievyyhtejä. Viimeaikaiset 
tutkimukset ovat osoittaneet myös sen, että APP:stä amyloidi-β:aa pilkkovan BACE1 
proteolyyttisen entsyymin inaktivaatio johtaa hajuaistinsolukon epänormaaliin aksonien 
projisointiin hajukäämeihin sekä puutteelliseen hajukerästen kehittymiseen (Rajapaksha ym. 2011; 
Cao ym. 2012). Tutkimukset viittaavat mahdollisesti siihen, että häiriöt APP:n pilkkoutumisessa 
















5. Tutkimuksen tavoitteet 
 
Tutkimuksen tavoitteena oli selvittää Alzheimerin taudin siirtogeenisellä hiirimallilla 
hajujärjestelmän neuronien aktivoitumista hajustimulaation aikana. Tutkimuksen hypoteesina oli, 
että suhteessa perustilaan hajustimulaatiossa Alzheimerin taudin hajujärjestelmää rappeuttava 
vaikutus olisi mitattavissa neuronien suhteellisen pienenä lisääntyneenä aktiivisuutena 
hajukäämeissä ja hajuaivokuorella. Vastaavasti hypoteesin mukaan hajustimulaation tulisi lisätä 
aktiivisten neuronien lukumäärää hajujärjestelmässä neuropatologisesti terveillä eläimillä. 
 
Tutkimuksen kulku voidaan jakaa teknisesti kolmeen eri osa-alueeseen, joiden kunkin onnistumisen 
pohjalta voidaan tehdä johtopäätös hypoteesin paikkansapitävyydestä. Tutkimuksen ensimmäinen 
vaihe käsitti eläinten käyttäytymistestit, joissa stimuloitiin hajusteilla tutkimusryhmän eläinten 
hajujärjestelmää (mutta ei kontrolli -eläinten) ja kerättiin näytekudokset. Toisessa vaiheessa 
näytekudokset, eli eläinten aivot, preparoitiin ja preparaatit värjättiin immunohistokemiallisella 
menetelmällä mikroskoopissa näkyviksi, käyttäen 3,3' diaminobenzidiiniä (DAB) ja c-fos vasta-aine 
-värjäystä, joiden antama visuaalinen signaali viestii solujen aktivoitumisesta. Viimeisessä 
vaiheessa c-fos -valkuaisaineen suhteen positiiviset solut laskettiin ja tulokset analysoitiin 
tilastollisilla menetelmillä. 
 
Työssä neuronien aktiivisuuden indikaattorina käytettävä 55–62 kDa:n massainen c-fos -
valkuaisaine koostuu 380 aminohaposta, jota koodittaa solun sisäisten proteiinikaskadien 
aktivoimiin, niin kutsuttuihin välittömiin varhaisen vaiheen geeneihin lukeutuva n. 4000 emäsparin 
pituinen fos (Ghee ym. 2004). Kyseisen fosfoproteiinin ilmentäminen on tyypillistä aktivoituneille 
neuroneille, minkä vuoksi c-fos vasta-aine -värjäystä on käytetty aktivoituneiden neuronien 
tunnistamisessa ja laskemisessa eläinten kudoksista, jo kauan aikaa erilaisissa tutkimuksissa 
(Oladehin ja Waters, 2001; Clark ym. 2010). 
 
Tässä opinnäytetyössä oli tarkoituksena selvittää eroja neuronien aktivoitumisessa käyttäen 
määrityksissä c-fos -positiivisten solujen laskentaa ja analyysiä hajujärjestelmän hyvin keskeisiltä 
alueilta, eli piriformiselta aivokuorelta ja hajukäämeistä. Kontrollialueena käytettiin 
somatomotorista aivokuorta, jolla ei tunnetusti ole merkitystä hajusignaalien prosessoinnissa, vaan 
sen sijaan kyseinen aivokuori vastaa motoriikan hallinnasta (Hardwick ym. 2013). 
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6. Aineisto ja menetelmät 
6.1 Koe-eläimet 
 
Kokeessa käytettiin noin 16 kk vanhoja Alzheimerin tautia mallintavia hiiriä, joilla oli perimässään 
ihmisen APPswe- ja PS1dE9 geenien -mutaatiot samassa siirtogeenissä. Hiirien taustakanta oli 
C57Bl/6J. 
6.2 Hajusteiden valmistus 
 
50 ml:n näyteputkiin kerättiin n. 15 ml mausteita, jotka on esitetty taulukossa 1. 
 
Taulukko 1. Hajusteiden valmistuksessa käytetyt mausteet. 
Mauste Valmistaja 
Kaakao (Nesquik) Nestle 
Minttu ála Meira 
Timjami ála Meira 
Kurkuma ála Meira 
Juustokumina Santa Maria 
 
50 ml:n näyteputkiin lisättiin vettä siten, että mausteuutteiden lopputilavuudeksi tuli n. 40 ml. 
Mausteiden uuttamisen tehostamiseksi vesiliuoksia sonikoitiin (Brenson 2510) huoneenlämmössä n. 
10 minuuttia, jonka jälkeen ne laitettiin 30 minuutiksi 85 °C:n vesihauteeseen (Grant, SUB 6). 
 
Hauduttamisen jälkeen timjami ja minttu puristettiin 1,25 μm partikkelikoon läpi päästävän 
ruiskusuodattimen läpi, minkä jälkeen kaikki mausteliuokset/uutteet laitettiin jääkaappiin 
viikonlopun ylitse. Kurkuma uute oli täysin sakkaantunut mausteen turpoamisen vuoksi 
näyteputkessa, minkä tähden putkeen lisättiin 5 ml vettä mausteen liuottamiseksi, ennen uutteen 
laittamista jääkaappiin. Kaakao, kurkuma ja juustokumina puristettiin ruiskusuodattimen läpi vasta 
mausteliuosten oltua jääkaapissa viikonlopun ylitse, koska mausteiden sedimentoituminen putken 





6.3 Hajusteiden käyttö ja käyttäytymistestit 
 
Kokeessa käytettävät eläimet (yht. 20) jaettiin neljään eri testiryhmään taulukon 2. mukaisesti. 
 
Taulukko 2. Eläinten jakaminen testiryhmiin genotyypin ja käsittelyn mukaisesti (+ = 
siirtogeeninen eläin, wt = villityypin -eläin). 
Ryhmä Genotyyppi Lukumäärä Käsittely 
1. + 5 Hajustimulaatio 
2. wt 5 Hajustimulaatio 
3. + 5 Ei hajusteita 
4. wt 5 Ei hajusteita 
 
Eläinten käyttäytymistestit jaettiin viidelle päivälle siten, että jokaisena aamupäivänä testattiin 
yhteensä neljä eläintä. Eläimet vietiin noin tunti ennen varsinaisen hajustimulaation alkua erillisiin 
testihuoneisiin, joissa ne saivat totutella ympäristön uusiin mahdollisiin hajuihin. Näin ollen saatiin 
testiympäristöstä mahdollisesti aiheutuvat vaikutukset tarkasteltaviin muuttujiin kumottua, jolloin 
ainoaksi selittäväksi tekijäksi hajuaivokuoren neuronien poikkeuksellisen suurelle aktiivisuudelle 
jää tarkoituksenmukainen hajustimulaatio. Käyttäytymistestit suoritettiin sattumanvaraisessa 
järjestyksessä ryhmien ja niiden yksilöiden välillä siten, että yhtenä päivänä testattiin jokaisesta 
ryhmästä yksi eläin. Hajustimuloidut eläimet testattiin samassa testihuoneessa, kun taas 
kontrollieläimet olivat toisessa testihuoneessa, erossa hajusteiden vaikutuksilta. Eläinten testaukset 
suoritettiin kaikkien eläinten kesken samalla tavoin, mutta kontrollieläimet eivät saaneet 
hajustimulaatiota. 
 
Hajustimulaatiot suoritettiin siten, että eläimen omaan häkkiin ruiskutettiin ruiskuneulaa käyttäen 
suurella paineella sattumanvaraisesti mausteista valmistettuja hajusteita 0,2 – 0,4 ml kerrallaan. 
Näin ollen uutteet levisivät häkkiin osittain sumutteena, mikä voimisti hajustimulaation vaikutusta. 
Eläinten annettiin haistella ja tutkia vapaasti ympäristöään koko 15 minuutin käsittelyn aikana, 
minkä ajan käytännössä kaikki eläimet tutkivat aktiivisesti ympäristöään. On huomattavaa, että 
riippumatta eläimen genotyypistä subjektiivinen havainnointi osoitti, että kenties hajusteista 
erityisesti minttu sekä etenkin kaakao houkuttelivat eläimiä tutkimaan ruiskutettuja hajusteita 
aktiivisesti. Kaikkia hajusteita tarjoiltiin suhteellisessa mielessä suurin piirtein saman verran yhtä 
eläintä kohden. Eläimille annettiin yliannostus Equithesin-asesteettia (≥ 0,25 ml) intra-
peritoniaalisesti (I.P.) noin 1,5 h hajustimulaation jälkeen. Tämä aikapiste valittiin, koska aiempien 
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tutkimusten mukaan c-fos -proteiinin ilmentyminen on tuolloin neuroneissa runsaimmillaan solujen 
välittömän aktivoitumisen jälkeen (Clark ym. 2010). Eläinten vaivuttua koomaan niille suoritettiin 
perfuusio (4 % PFA) neuronien valkuaisainetasojen fiksoimiseksi. Perfuusiossa veri poistettiin 
eläimistä käyttäen veren korvaajana natriumkloridin vesiliuosta (fysiologinen pitoisuus) yhdessä 
hepariinin (0,1 ml hepariini/0,5 l NaCl) kanssa. Natriumkloridi-hepariini käsittely kesti 5 minuutin 
ajan 10 ml/min virtausnopeudella (BIORAD ECONO PUMP, Tube ID = 3,2), jonka jälkeen PFA 
käsittely kesti 10 minuuttia samalla nesteen virtausnopeudella. Perfuusion jälkeen eläinten aivot 
poistettiin ja laitettiin post-fiksoitumaan neljäksi tunniksi paranformaldehydiliuokseen. Ennen 
aivojen siirtämistä pakkaseen jäätymisenestoliuoksessa (0,5 x sakkaroosi, etyleeniglykoli, 0,05M 
natriumfosfaattipuskuri, pH 7,6) niitä kuivatettiin vrk ajan, käyttäen 30 % sakkaroosi -liuosta. 
Kuvassa 5 on esitetty kaaviokuva eläinten ryhmiin muodostamisesta ja käyttäytymistesteistä. 










6.4 Hiirten aivoleikkeiden c-fos -vasta-aine -värjäys 
 
Hiirten aivoista tehtiin 35 μm paksuiset koronaalileikkeet mikrotomilla (Leica SM 2000 R), ja tietyt 
leikkeet valittiin c-fos -vasta-aine värjäykseen. Värjäykseen valitut aivokuoren eri alueet on esitetty 
kuvassa 6. Kortikaalisten leikkeiden lisäksi valittiin myös hajukäämeistä leikkeet vasta-aine 
värjäykseen. 
Kuva 6. Hiirten kortikaalisten leikkeiden valinta. Punaiset alueet osoittavat sijainteja, joista c-fos -
positiivisten solujen lasku oli määrä suorittaa (kuva on tehty ja muokattu alkuperäisistä kuvista 
Paxinos ja Franklin, 2001). 
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Hiirten aivoleikkeiden pesut ja värjäykset suoritettiin 96-kuoppalevyillä. Ennen värjäysten 
aloittamista leikkeet laitettiin PFA:n muodostamien fiksaatiosidosten purkamiseksi 1,5 
vuorokaudeksi 0,1 M natriumfosfaattipuskuriin (pH 7,6) 50 rpm ravistelussa noin 22 °C:n 
lämpötilaan. Fiksaatiosidosten purkamisen tehostamiseksi leikkeet keitettiin 
natriumfosfaattipuskurissa (0,05 M, pH 5,93) 80 °C:n lämpötilassa. 
 
Fiksaatiosidosten purkamisen jälkeen leikkeet pestiin 3 kertaa, vähintään 5 min ajan TBS-T:llä (0,5 
M, pH 7,6), 50 rpm ravistelussa ja 22 °C:n lämpötilassa. Pesun jälkeen näytteisiin applikoitiin 
primäärinen vasta-aine (1:15 000, anti-c-fos, rabbit pAb, Calbiochem), jonka annettiin sitoutua 
näytteisiin 2 vrk ajan -4 °C ja 50 rpm ravistelussa. Käsittelyn jälkeen näytteet pestiin TBS-T:llä, 
kuten edellä ja lisättiin sekundäärinen vasta-aine (1:500, biotinyloitu anti-kani IgG), jonka annettiin 
sitoutua näytteisiin reilun kahden tunnin ajan (22 °C, 50 rpm). Sekundäärisvasta-aineella käsittelyn 
jälkeen näytteet pestiin jälleen TBS-T:llä, kuten edellä. Viimeisenä vasta-aineena käytettiin 
tertiääristä vasta-ainetta (1:1000, Streptavidiini-piparjuuriperoksidaasi), jolla käsittely kesti noin 2 h 
(22 °C, 50 rpm). Tertiäärivasta-aineella käsittelyn jälkeen näytteet pestiin TBS-T:llä, kuten 
aikaisemmin. 
 
Pesujen jälkeen näytteille suoritettiin DAB -käsittely TBS-T -puskurissa (0,05 M, pH 7,6), 5 mg 
DAB/20 ml TBS-T, johon lisättiin 1 ml nikkeliammoniumsulfaattia (kylläinen liuos). Reaktio 
käynnistettiin vetyperoksidilla, jonka jälkeen sen annettiin edetä muutaman minuutin ajan (22 °C, 
50 rpm). Näytteiden tummentuessa 96-kuoppalevyillä DAB -käsittely pysäytettiin ja näytteet pestiin 
natriumfosfaattipuskurilla (0,1 M, pH 7,6). Pesun jälkeen värjätyt aivoleikkeet nostettiin 
gelatiinilaseille ja laitettiin kuivumaan +37 °C:een yön ylitse. Seuraavana päivänä näytteet 
kuivattiin ksyleenillä (4+4 min), jonka jälkeen ne päällystettiin peitinlaseilla ja laitettiin kuivumaan 









6.5 Hiirten aivoleikkeiden kuvaus ja c-fos -positiivisten neuronien 
analysointi 
 
Hiirten aivoleikkeiden kuvaus suoritettiin Olympus Bx -mikroskoopilla, jossa oli kamera. 
Mikroskooppi oli liitetty tietokoneeseen (Windows XP), johon oli asennettu Viewfinder Lite 1.0 -
ohjelmisto hiirten aivoleikkeiden kuvausta varten (bright field, valotusaika 1:2000 ja 2776 x 2074 
kuvapisteen resoluutio), jolloin kuvien tallentaminen puolestaan suoritettiin Studio Lite -ohjelmalla. 
Kuvat muunnettiin mustavalkoisiksi analysoinnin yksinkertaistamiseksi Adobe Photoshop CS 4 -
ohjelman oletusasetuksilla. 
 
Valkuaisaine c-fos:n suhteen positiivisten neuronien analysointi suoritettiin Adobe Photoshop CS 3 
Extended ohjelmalla (Windows XP). Kuvassa 6 on esitetty analysoitavat aivojen alueet, joiden koot 
olivat 1200 x 500 kuvapistettä jokaiselta alueelta erikseen. Alueet valittiin kaikista kuvista aivojen 
anatomian mukaan mahdollisimman samankaltaisesti. Valituille alueille suoritettiin solulasku 
käyttäen CS3 -ohjelman analysointityökalua. 
 
Ennen solujen laskemista kuvien poikkeavuus toisistaan valotuksen suhteen korjattiin tasoittamalla 
kuvien valko-musta -tasapainoa. Tasoitus suoritettiin kaikille kuville samalla tavalla, jolloin 
valotuksesta mahdollisesti aiheutuva vaikutus kokeen tuloksiin voitiin minimoida. Kuvien 
silmämääräinen tarkastelu osoitti valko-musta -tasapainon tasoittamisen johtavan objektiivisempiin 
tuloksiin, sillä kuvien valotuksissa oli osittain huomattavaa vaihtelua. Viimeisenä vaiheena ennen 
solulaskua kuvien väri- informaatio muunnettiin kaikille kuville samalla tavalla kaksivärissävyiseen 
muotoon, eli täysin mustavalkoiseksi. Neuronien suhteellisten lukumäärien selvittämiseksi 
aivoleikkeiden kesken kuvista analysoitiin erikseen solujen lukumäärä sekä solujen kattama ala. 
Aktiivisten neuronien laskeminen suoritettiin kahdella tapaa objektiivisten tulosten 
varmistamiseksi, koska kuvien muokkausten yhteydessä solujen yksilöllinen informaatio häviää 
kuvista. Informaation häviäminen voi johtaa siihen, että esimerkiksi kaksi solua ei erotu toisistaan 
lopullisesta analysoitavasta kuvasta, vaan ohjelma laskee ne yhtenä soluna. 
 
Hajukäämien c-fos -positiiviset neuronit laskettiin eri menetelmällä, kuin aivokuoren neuronit. 
Hajukäämileikkeiden digitaalisista kuvista tulostettiin paperilla olevat kuvat (20 kpl), jolloin 
jokaisen eläimen hajukäämileikkeestä oli yksi kuva analyysiin. Tarkempien tulosten saamiseksi 
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kuvista jaettiin toinen samankaltainen sarja (20 kpl), jolloin jokaisesta eläimestä oli 
kokonaisuudessaan kaksi kuvaa analyysiä varten. Tutkimuksen ulkopuoliset henkilöt saivat 
tehtäväkseen järjestellä kuvat (arviointeja oli kaikkiaan 7 kpl) sen mukaan kuinka paljon niissä oli 
havaittavissa c-fos -positiivisia soluja. Molempien kuvasarjojen kuvat laitettiin järjestykseen siten, 
että eniten c-fos -positiivisia neuroneja näyttävä kuva laitettiin ensimmäiseksi, toisiksi eniten 
toiseksi ja niin edelleen, viimeisen kuvan lopulta ollessa nro 20. Lopuksi kuvien järjestys laskettiin 
pisteiksi, eli kuva nro 1 sai 20 pistettä, kuva nro 2 sai 19 pistettä ja niin edelleen. Lopulta jokaiselle 
eläimelle laskettiin sen kuvien pisteistä summa, jolloin voitiin muodostaa kaikista eläimistä 
kumulatiivinen pistejakauma myöhempää analyysiä varten. 
 
Kortikaalisten sekä hajukäämin neuronien lopullinen analyysi tehtiin SPSS:llä käyttäen 
kortikaalisten neuronien tapauksessa kaksisuuntaista varianssianalyysiä ja hajukäämien neuronien 




















Hiirten hajukäämien keskimääräinen aktiivisten neuronien suhteellinen lukumäärä eri ympäristöissä 
on esitetty kuvassa 7. 
Kuva 7. Hajukäämien aktiivisten neuronien suhteellinen lukumäärä hajualtistettujen ja 
verrokkihiirten ryhmissä (n = 20). 
 
Kuten kuvasta 7 on nähtävissä, hajustimulaation vaikutus näkyy neuronien suurempana 
aktiivisuutena hajukäämileikkeissä. Kolmogorov-Smirnov -testi osoitti, että havaintoarvot 
noudattavat normaalijakaumaa genotyypin (p = 0,99), mutta eivät ympäristön suhteen (p = 0,015). 
Näin ollen tulokset voitiin analysoida ainoastaan ympäristön suhteen käyttäen Mann-Whitney U -
testiä. Ympäristön vaikutus neuronien keskimääräiseen suhteelliseen aktiivisuuteen oli merkitsevä 
(p = 0,041). Kuvassa 8 on esitetty eri genotyypin eläinten hajukäämileikkeet, jotka kuvastavat 






Kuva 8. Hajustimulaation vaikutus neuronien aktivoitumiseen eri ryhmien eläimissä. Nuolet 
osoittavat aktivoituneiden neuronien muodostamia rintamia (Wt-Ctrl = villityypin kontrolli, Wt-
Odour = villityypin hajustimuloitu eläin, Tg-Ctrl = siirtogeeninen kontrolli ja Tg-Odour = 
siirtogeeninen hajustimuloitu eläin). 
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Kuvassa 9 on esitetty piriformisen aivokuoren keskimääräinen, aktiivisten neuronien lukumäärä ja 
kuvassa 10 on esitetty vastaavasti keskimääräinen aktiivisten neuronien lukumäärä 
somatomotorisella aivokuorella eri testiryhmissä. Kuvassa 11 on esitetty piriformisen sekä 
somatomotorisen aivokuoren keskimääräiset suhteelliset aktiivisuudet eri eläinryhmien välillä. 
Kuva 9. Piriformisen aivokuoren keskimääräinen aktiivisten neuronien lukumäärä, eri eläinryhmien 
välillä (Wt = villityypin eläimet ja Tg = siirtogeeniset eläimet; n = 18). 
 
Kuten kuvasta 9 on nähtävissä, hajustimulaatio lisää genotyypistä riippumatta aktiivisten neuronien 
lukumäärää piriformisella aivokuorella. On mielenkiintoista, että genotyyppien väliset erot tulevat 
selkeästi esiin hajustimuloimattomien eläinten keskuudessa, siten että villityypin eläimiltä löytyy 
keskimäärin huomattavasti enemmän aktiivisia neuroneita kuin siirtogeenisiltä eläimiltä. 
Hajustimuloiduilla eläimillä genotyypit eivät puolestaan eronneet toisistaan. Tulosten 
kaksisuuntainen varianssianalyysi ei osoittanut tilastollisesti merkitseviä eroja genotyyppien välille 
(F(1,14) = 0,47, p = 0,51), joten tulokset ovat niiltä osin suuntaa antavat. Hajustimulaation vaikutus 
oli puolestaan merkitsevä genotyypistä riippumatta (F(1,14) = 7,0, p = 0,019). 
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Kuva 10. Aktiivisten neuronien keskimääräinen lukumäärä somatomotorisella aivokuorella eri 
eläinryhmien välillä (Wt = villityypin eläimet ja Tg = siirtogeeniset eläimet; n = 18). 
 
Kuten kuvasta 10 on nähtävissä, hajustimulaatiolla oli vastakkainen vaikutus somatomotorisen 
aivokuoren neuronien aktiivisuuteen eri genotyypin eläimissä. Hajustimuloimattomien eläinten 
kesken genotyypillä ei odotetusti ollut merkitystä somatomotorisen aivokuoren aktiivisuuteen. 
Hajustimulaatio lisäsi somatomotorisen aivokuoren aktiivisuutta siirtogeenisillä eläimillä, kun taas 
käsittelyn vaikutukset villityypin eläimillä olivat päinvastaiset. Tilastollisesti merkitseviä eroja ei 






Kuva 11. Keskimääräinen aktiivisten neuronien suhteellinen lukumäärä piriformisella aivokuorella 
(PirCtx), suhteutettuna somatomotorisen -aivokuoren (SMCtx) aktiivisuuteen eri eläin ryhmissä 
(Lkm.(PirCtx-SMCtx)/Lkm. SMCtx; Wt = villityypin eläimet ja Tg = siirtogeeniset eläimet; n = 
19). 
 
Kuten kuvasta 11 on nähtävissä, hajustimulaatiosta riippumatta villityypin eläimillä hajuaivokuori 
oli aktiivisempi kuin motorinen aivokuori. Hajustimulaatio kuitenkin selvästi lisäsi aktiivisten 
neuronien lukumäärää kummallakin genotyypillä, mikä oli odotettu tulos. On mielenkiintoista, että 
siirtogeenisillä eläimillä, jotka eivät saaneet hajusteita ympäristöön, motorinen aivokuori oli 
hajuaivokuorta aktiivisempi. Kokonaisuudessaan hajustimulaatio näyttää siis vaikuttavan 
dramaattisesti molempien genotyyppien neuronien lisääntyneeseen aktivoitumiseen piriformisella 
aivokuorella, mutta kuitenkin siten, että aktiivisten neuronien keskimääräinen lukumäärä on 
huomattavasti suurempi villityypin eläimillä. Kaksisuuntaisen varianssianalyysin tulokset olivat 
tilastollisesti hyvin merkitsevät genotyypin (F(1,15) = 12,1, p = 0,003) ja hajustimulaation (F(1,15) 





On myös huomion arvoista, että eläinten aktiivisten neuronien lukumäärän välillä oli huomattavaa 
vaihtelua kaikissa analyyseissä. Vastaavien analyysien tulokset pinta-alan suhteen olivat linjassa 
solulukumäärien analyysien kanssa, joten niitä ei ole erikseen esitetty tuloksissa. Kuvassa 12 on 
esitetty kuvasarja eri eläinten piriformiselta aivokuorelta anti-c-fos -värjätyistä aivoleikkeistä, jotka 
kuvastavat eläinryhmien välistä eroa kokonaisvaltaisesti aineiston osalta. 
Kuva 12. Kuvasarja eri eläinryhmien piriformisesta alueesta anti-c-fos -värjätyissä aivoleikkeissä. 
Kuvissa c-fos -positiivisten solujen rintama on osoitettu nuolella (Wt-Ctrl = villityypin kontrolli, 
Wt-Odour = villityypin hajustimuloitu eläin, Tg-Ctrl = siirtogeeninen kontrolli ja Tg-Odour = 









Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää, kuinka hajujärjestelmän neuronien aktiivisuus muuttuu 
Alzheimerin taudin neuropatologisten prosessien johdosta APP/PS1 -hiirimallilla hajustimulaation 
aikana. Useat kliiniset sekä biokemialliset tutkimukset ovat osoittaneet, että hajujärjestelmä on 
haavoittuvainen Alzheimerin taudin neuropatologisille prosesseille, minkä johdosta muutokset 
hajujärjestelmässä ilmaantuvat varsin varhaisissa taudin vaiheissa, kenties jopa ennen muita 
kliinisesti havaittavia oireita. Neuronien aktiivisuuden mittaaminen hiiristä post-mortem 
immunohistologisia menetelmiä käyttäen on perusteltua selvittäessä hajujärjestelmään kohdistuvia 
muutoksia, riippumatta siitä mikä tarkalleen ottaen vaikuttaa neuronien toiminnallisiin muutoksiin. 
Immunohistologista neuronien aktiivisuuden määritystä varten valittiin c-fos -valkuaisaine 
aktiivisuuden indikaattoriksi DAB -käsittelyn yhteydessä, koska se ilmentyy yleisesti 
aktivoituneissa neuroneissa. Neuronien aktiivisuuden havaittavat muutokset neuropatologisten 
prosessien johdosta antaisivat vahvistusta nykyiselle käsitykselle hajujärjestelmän 
haavoittuvuudesta hermostosairauksissa sekä kenties myös viitteitä siitä, mitkä biokemialliset 
mekanismit vaikuttavat hermostosairauksien oireisiin ja neuronien degeneraatioon. 
 
Tutkimuksessa Alzheimerin tautia mallintavien siirtogeenisten hiirien hajujärjestelmän aktiivisuutta 
indusoitiin voimakkaiden luonnollisten hajusteiden avulla eläinten omassa tutussa ympäristössä. 
Eläinten annettiin tutustua hajuihin vapaasti liikkuen testihäkissä, jonne hajusteita lisättiin 
sattumanvaraisesti ruiskuneulalla ruiskuttamalla. Eläinten käyttäytymistä seurattiin jatkuvasti 15 
minuutin ajan, jonka jälkeen ne jätettiin kotihäkkeihinsä odottamaan perfuusiota, joka ajoitettiin 
noin 1,5 h käyttäytymistestin jälkeen, koska aiempien tutkimusten mukaan c-fos -pitoisuus on 
tuolloin soluissa suurimmillaan. Eläimet perfusoitiin ja niiden aivoista preparoitiin leikkeet, joille 
suoritettiin c-fos -immunohistokemiallinen värjäys neuronien aktiivisuuden indikaattoriksi. 
Verrokkiryhmän eläinten käsittely oli muutoin samanlainen, mutta eläimille ei jaettu ollenkaan 
hajusteita. Aivoleikkeiden aktiiviset neuronit laskettiin piriformiselta ja somatomotoriselta 
aivokuorelta sekä hajukäämeistä. Hajukäämit ja piriforminen aivokuori ovat perusteltuja valintoja 
tutkittaviksi alueiksi, koska ne tunnetusti liittyvät hajusignaalien prosessointiin, kun taas 
somatomotorinen alue valittiin kontrolliksi, koska sen ei tunneta liittyvän hajuaistin käsittelyyn 
millään tavoin. Solulaskujen tulokset analysoitiin tilastollisilla menetelmillä, neuronien 




Kuten oli odotettavissa, hajustimulaation aikaansaama vaikutus näkyi neuronien lisääntyneenä 
aktiivisuutena hajujärjestelmässä riippumatta eläimen genotyypistä. Mielenkiintoisesti 
hajustimulaation vaikutus näkyi voimakkaampana piriformisella aivokuorella siirtogeenisillä hiirillä 
kuin villityypin eläimillä. Tuloksissa tosin on huomattavaa vaihtelua aktiivisten neuronien 
lukumäärissä, mikä voi mahdollisesti vaikuttaa osittain ryhmien välisen, keskimääräisen eron 
syntyyn. Aktiivisten neuronien lukumäärä oli suurin piirtein samaa luokkaa genotyyppien välillä 
hajustimulaatiossa, kun taas ilman hajustimulaatiota villityypin eläimillä oli selvästi enemmän 
havaittavaa aktiivisuutta piriformisella aivokuorella. Hajukäämien osalta genotyyppi ei 
merkitsevästi vaikuttanut neuronien aktiivisuuksiin, mutta hajustimulaation vaikutus näkyi 
genotyypistä riippumatta suuntaa antavana, jos ei kuitenkaan suurena erona. Hajukäämien 
analysointi oli huomattavasti subjektiivisempaa kuin kortikaalisten alueiden analyysi, mikä voi 
selittää merkitsevien erojen puuttumisen. 
 
Piriformisen aivoalueen analyysin tulokset olivat yllättävät, koska oletuksena oli, että 
hajustimulaatio näkyisi voimakkaampana c-fos aktivaationa villityypin eläimillä verrattuna 
siirtogeenisten eläinten aktivaatioon. Oletus perustui siihen hypoteesiin, että siirtogeenisten eläinten 
neuronit olisivat heikommin synkronoituja sähköimpulssien johtamisessa, mikä puolestaan 
tarkoittaisi sitä, että riippumatta hajusignaalien hajujärjestelmän indusoinnista, neuronien 
perusaktiivisuustaso olisi jo ennestään huomattavan korkea. Näin ollen hajustimulaation olisi 
odotusten mukaisesti pitänyt aktivoida neuroneja hyvin vähän lisää suhteessa perustason 
aktivoituneiden neuronien lukumäärään. Koska tulokset olivat kuitenkin päinvastaiset, herää 
kysymys eläinten korkean iän vaikutuksesta tuloksiin. Eläinten ikä huomioiden kokeen tuloksia 
tukee Wessonin ja hänen tutkimusryhmänsä tekemä tutkimus siirtogeenisillä Alzheimer hiirillä 
(Wesson ym. 2011), jossa he osoittivat, että amyloidikuormasta johtuvat neuropatologiset prosessit 
johtavat varhaisessa iässä piriformisen aivokuoren hyperaktiivisuuteen, mikä puolestaan muuttuu 
eläinten vanhetessa hypoaktiivisuudeksi. Kokeen odottamattomat tulokset voisivat siis selittyä 
hajujärjestelmän rappeutumisesta ja muuntumisesta hypoaktiiviseksi siirtogeenisillä, ikääntyvillä 
eläimillä. Mikäli hypoaktiivisuus näkyy siirtogeenisten eläinten piriformisen alueen neuronien 






Kuten tuloksista on nähtävissä, oletusten mukaisesti somatomotorinen aivokuori on yhtä aktiivinen 
kummallakin genotyypillä ilman hajustimulaatiota. On kuitenkin mielenkiintoista, että 
hajustimulaatio vaikutti eläinten somatomotorisen alueen aktiivisuuteen päinvastaisesti eri 
genotyypeillä. Villityypin eläimillä kyseisen aivokuoren aktiivisuus laski huomattavasti 
hajustimulaation vaikutuksesta, kun taas siirtogeenisillä eläimillä käsittely näkyi neuronien 
aktiivisuuden huomattavana nousuna. Tuloksissa oli edelleen hajontaa, mutta ne todennäköisesti 
kuvastavat silti oikeita eroja, jotka tulivat esiin huomattavina eroina genotyyppien keskiarvojen 
välillä. 
 
Tulokset kontrollialueen suhteen voivat nekin mahdollisesti johtua eläinten hajuaistin eroista, sillä 
oletusten mukaisesti hajuaistin toiminnalliset muutokset johtavat eroihin eläinten käyttäytymisessä, 
mikä kuvastuu mm. eläinten motorisen aivokuoren erilaisena aktiivisuutena. Neuropatologisesti 
terveiden eläinten hajujärjestelmän tulisi olla oletusten mukaisesti suhteellisen tarkka, mistä johtuen 
hajusteiden lisääminen niiden ympäristöön oletettavasti lisää eläinten tapaa havainnoida ympäristöä 
nuuskimalla. Näin ollen eläinten liikkumisen tulisi vähentyä, havainnoinnin painopisteen siirtyessä 
entistä enemmän ympäristön haistelemiseen. Siirtogeenisillä eläimillä hajusteiden vaikutuksen tulisi 
oletettavasti näkyä käyttäytymisen suhteen eläinten lisääntyneenä kävelynä ympäristössä sekä 
viiksikarvojen liikkeenä. Oletus perustuu siihen, että heikentynyt hajuaisti ei riitä antamaan 
tarvittavaa informaatiota ympäristöstä, jolloin aistin puutteellisuutta kompensoidaan muilla aisteilla 
ja lisääntyneellä ympäristön fyysisellä tutkimisella. 
 
Kuten tuloksista on nähtävissä, villityypin eläimillä piriforminen aivokuori on perustasolla selvästi 
somatomotorista aivokuorta aktiivisempi. Hajustimulaatio puolestaan moninkertaistaa piriformisen 
aivokuoren aktiivisuutta suhteessa kontrollialueen aktiivisuuteen, mikä oli odotettavissa. Tulokset 
siis osoittavat, että villityypin eläimet käyttävät hajuaistiaan aktiivisesti ympäristön aistimiseen 
myös ilman hajustimulaatiota. Hajuaistin käyttö kuitenkin lisääntyy hajustimulaatiossa 
huomattavasti ja tämä oli nähtävissä myös eläinten käyttäytymisen tasolla. Siirtogeenisten eläinten 
tapauksessa somatomotorinen aivokuori on jo perustasolla huomattavasti aktiivisempi kuin 
piriforminen aivokuori. Hajustimulaatio puolestaan lisää huomattavasti piriformisen aivokuoren 
aktiivisuutta, jolloin se tulee jopa kontrollialuetta aktiivisemmaksi. Piriformisen alueen aktiivisuus 
suhteessa somatomotorisen alueen aktiivisuuteen on joka tapauksessa huomattavasti pienempi 
villityypin eläimiin suhteutettuna. Koska siirtogeenisillä eläimillä piriformisen alueen suhteellinen 
aktiivisuus on pienempi kuin vastaavasti villityypin eläimillä, tukee havainto hypoteesia, jonka 
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mukaan siirtogeenisten eläinten hajuaisti on todella heikentynyt. 
 
Solulaskun tuloksissa on huomattavaa ryhmien sisäistä hajontaa, mikä johtuu todennäköisesti 
pienestä koe-eläinten lukumäärästä. Vaikka pieni aineisto ja suuret hajonnat tutkimusyksiköiden 
välillä lisäävät johtopäätösten horjuvuutta, osoittavat eläinryhmien suhteelliset keskiarvot 
huomattavia eroja. Lisäksi aktiivisten neuronien pinta-alojen analyysi (tuloksia ei nähtävillä) johti 
samoihin tuloksiin solulaskujen kanssa, mikä entisestään lisää tutkimuksen tulosten luotettavuutta. 
Eläinten perfuusio ei todennäköisesti ollut aivan tasalaatuinen yksilöiden välillä, mistä 
mahdollisesti johtuen merkitsevien erojen löytyminen ei onnistunut analyysien kaikilta osa-alueilta. 
Tutkittavan hajuaivokuoren aktivoituneiden neuronien lukumäärän suhteuttaminen vastaavan 
kokoisen kontrollialueen aktiivisiin neuroneihin tutkimusyksiköiden sisällä paljasti kuitenkin 
merkittäviä eroja genotyypin ja ympäristön suhteen. Tilastollisesti merkitsevien erojen puuttuminen 
genotyyppien välillä osassa analyyseistä voi johtua myös mahdollisesti Alzheimerin taudin 
vaikutuksista, joita ei ole osattu ottaa tutkimuksessa huomioon. 
 
Tulosten yhteenvetona voidaan todeta, että ne osoittavat biokemiallisen solujen aktiivisuuden 
määrityksen toimivaksi menetelmäksi tarkasteltaessa aivojen toimintaa lyhyellä aikavälillä. 
Tutkimuksen perusteella voidaan myös todeta, että Alzheimerin taudin neuropatologiset prosessit 
johtavat todennäköisesti hajuaistin heikkenemiseen, mikä on nähtävissä ilman hajustimulaatiota 
neuronien aktiivisuuden suhteellisena vähentymisenä hajuaivokuorella. Biokemiallista mekanismia, 
mikä johtaa havaittuihin tuloksiin, ei vielä tiedetä. Tulokset ovat sopusoinnussa Wessonin ja hänen 
tutkimusryhmänsä tutkimuksen kanssa (Wesson ym. 2011), jonka mukaan aivojen amyloidi-β -
kertymät mahdollisesti johtavat siirtogeenisten eläinten heikentyneeseen hajuaistiin korkeassa iässä 
piriformisen alueen hypoaktiivisuuden johdosta. Kuten eläinten käyttäytymisen seuranta osoitti, 
kaakao ja minttu kenties houkuttelivat eläimiä parhaiten tutkimaan hajusteita, mikä puolestaan 
viittaa siis siihen, että eläimet pystyivät mahdollisesti genotyypistä riippumatta tunnistamaan ja 
erottamaan hajusteita toisistaan. Näin ollen detektiokynnyksen nousu näyttää tutkimuksen tulosten 
perusteella mahdolliselta osasyyltä hajuaistin heikkenemiseen hermoston rappeumasairauksien 
varhaisissa vaiheissa hajujen tunnistamisen sijaan. Amyloidiplakkien yhteyttä kolinergisen 
signaloinnin rapistumiseen voidaan tällä hetkellä vain arvailla, mutta on todennäköistä, että 
neuronien poikkeavaan aktiivisuuteen siirtogeenisillä eläimillä vaikuttaa useiden eri biokemiallisten 
prosessien summa. Tulokset lisäävät kliinisten kokeiden painoarvoa, jotka pyrkivät ennustamaan 
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